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摘要 以地高辛标记的栽培稻基因组(基因组为AA)DNA为探针,对非洲野生稻(基因组为BBCC)的体细

胞染色体进行荧光原位杂交分析,研究AA染色体组和BBCC染色体组之间的关系,同时对杂交后的染色体进

行同源染色体配对。结果表明:栽培稻A基因组和非洲野生稻基因组有较高的同源性,其中高度重复DNA序

列在栽培稻和非洲野生稻间具有保守性。
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  稻属(Oryza)属于禾本科(Gramineae)稻亚科

(Oryzoideae),包括2个栽培种及20余个野生种,
其染色体组分别为 AA、BB、EE、FF、GG、BBCC、

CC、CCDD、HHJJ和HHKK,广泛分布于全球热带

和亚热带地区[1-3]。许多性状在稻属种间差异很小,
而种内变异较大,另外种间杂交事件和多倍体普遍

存在[4]。为了便于稻属植物中种的界定并合理体现

各个种之间的关系,Vaughan等[5-6]把稻属分成4个

复合体,即栽培稻复合体(O.sativacomplex)、药用

野生稻复合体(O.officinaliscomplex)、马来野生

稻复合体(O.ridleyicomplex)和疣粒野生稻复合

体(O.meyerianacomplex)。
基因组原位杂交 (genomicinsituhybridiza-

tion,GISH)是鉴别和验证异源多倍体的基因组组

成、分析异源多倍体基因组的起源和进化以及不同

基因组相互关系的简便而有效的技术之一[7]。本试

验以栽培水稻 (O.sativa)这一模式生物的基因组

DNA为探针,在不封阻的情况下,对非洲野生稻进

行GISH 分析,研究AA基因组和四倍体BBCC基

因组之间的关系。AA基因组是稻属的基本染色体

组[8],并且广泛分布于各大陆[9-10],因此,利用 AA
基因组DNA为探针进行GISH 分析,能够得到有

关非洲野生稻异源四倍体基因组构成和染色体组间

进化关系等方面的重要信息。

1 材料与方法

1.1 植物材料和染色体制片

供试材料栽培稻(O.sativa)品种广陆矮4号和

非洲野生稻(O.schweinfurthian)IRW31由华南农

业大学卢永根院士提供,染色体制片分别参照Ren
等[11]的方法略加改进。取生长旺盛的非洲野生稻

植株根尖在乙醇卡诺固定液(乙醇与冰乙酸体积比

为3∶1)中固定2h以上,充分水洗后,用1% 纤维

素酶(Cellulase“OnozukaR210”,Duchefa)和1%果

胶酶(Pectinase,Calbiochem)28℃酶解4~5h,再
用卡诺液固定。火焰干燥法制片,镜检后-20℃下

保存备用。
1.2 基因组总 DNA 提取及探针制备

CTAB法 提 取 栽 培 稻 基 因 组 总 DNA,参 照

Doyle等[12]的方法稍作修改。栽培稻总DNA 采用

切刻平移试剂盒方法(NickTanslationKit,Roche)
进行标记,用digoxigenin-11-dUTP(Roche)标记探

针。20μL反应体系中含有dATP、dCTP、dGTP、

dTTP、dig-11-dUTP、DnaseⅠ、DNA聚合酶Ⅰ、0.2~
0.5μg探针DNA,15℃下标记1.5~3.0h,通过凝

胶电泳检测其探针为200~500bp大小的长度,然
后加入1μL0.5mol/LEDTA (pH8.0)终止反应。
抗地高辛蛋白的碱性磷酸酶的点印记法检测标记。
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1.3 原位杂交及检测

荧光原位杂交(fluorescenceinsituhybridiza-
tion,FISH)方法分别参阅Jiang等[13]和Li等[14-15]

的方法。染色体于60℃ 烤片1h制片,RNaseA/2×
SSC(10μg/mL)37℃ 处理1h,2×SSC室温漂洗10
min,胃蛋白酶10mmol/LHCl(5μg/mL)处理15
min,2×SSC室温漂洗10min,甲醛/1×PBS室温固

定10min,70%甲酰胺70℃变性3.5~5.0min,

-20℃用70%、95%和100% 乙醇各脱水5min,室
温晾干。杂交液含80ng标记的探针DNA,50%去

离子甲酰胺(Sigma),8%的硫酸葡聚糖(Amresco),

2×SSC,0.5% SDS,0.5μg鲑鱼精 DNA (DNA
Salmon,Sigma)。37℃杂交过夜。杂交信号的检

测:42℃下20%甲酰胺,2×SSC,0.2×SSC洗脱,
室温0.1% TritonX-100(Sigma)处理5min,室温

1×PBS洗脱并凉干片子。每张片子加入anti-dig-
oxigenin-FITC(Rockland),37℃温育1h,1×PBS
室温洗涤3次,每次5min。10μg/mLDAPI(Sig-
ma)复染,OlympusBX61荧光显微镜观察,用Case

DataManagerExpo2.1.1图像系统控制的Cool-
1300QSCCD(VDS,Germany)照相系统摄取图片。

2 结果与分析

利用streptavindin-Cy3y标记的栽培稻广陆矮

4号基因组总DNA作为探针,对自身中期染色体进

行原位杂交(图1a-1c),结果显示,在高洗脱条件下,
栽培稻 AA 基因组探针的杂交信号主要集中在着

丝粒部位,其他部位杂交信号很弱。用地高辛标记

的栽培稻AA基因组DNA探针对非洲野生稻中期

染色体进行原位杂交(图1e-1f),结果显示,在48条

非洲野生稻染色体中,除了1条染色体外,大部分

染色体被喷涂成明亮的绿色,杂交信号主要集中

在每条染色体的着丝粒和近着丝粒或者是端部和

近端部区域,说明栽培稻 A基因组和非洲野生稻

基因组有较高的同源性,其中高度重复DNA序列

在栽培稻和非洲野生稻间具有保守性。但是同时

也可以观察到,绿色信号并没有覆盖整个染色体,
说明非洲野生稻BBCC基因组具有较大的种的特

 1a.栽培稻DAPI复染的染色体和杂交信号的合成图 GISHimagecombineingchromosomesandsignalsofO.sativaL.;1b.AAgD-
NA在自身染色体上的杂交信号 HybridizationsignalsofO.sativaL.withAAgDNAasprobe;1c.栽培稻DAPI复染的染色体Image

ofO.sativaL.chromosomesstainedwithDAPI;d-f:利用地高辛标记的栽培稻(AA)基因组DNA探针对非洲野生稻的 GISH分析

GISHanalysisonO.schweinfurthianwithdigoxigenin-labelledgenomicDNAfromO.sativaL.;1d.AAgDNA在自身染色体上的杂交信

号非洲野生稻DAPI复染的染色体和杂交信号的合成图 GISHimagecombineingchromosomesandsignalsofO.schweinfurthian;1e.

AAgDNA在非洲野生稻染色体上的杂交信号 HybridizationsignalsofO.schweinfurthianwithAAgDNAasprobe;1f.非洲野生稻

DAPI复染的染色体ImageofO.schweinfurthianchromosomesstainedwithDAPI;1g.基于GISH图像的非洲野生稻核型图 Karyotype

imageofO.schweinfurthian(标尺=5μmbar=5μm).

图1 利用生物素标记的栽培稻(AA)基因组DNA探针对自身中期染色体的GISH分析

Fig.1 GISHanalysisonO.sativaL.withbiotin-labelledgenomicDNAfromO.sativaL.underhighwashstringency
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异性。
通过对非洲栽培稻的核型分析结果进行统计分

析(表1)和核型模式图构建(图2),结果显示,最长

的第1号染色体相对长度达到6.56,最短的第24
号染色体为2.54,相对长度在3.0下的有3个,在

3.0~4.0之间的有8个,在4.0~5.0之间的有8
个,在5.0以上的有5个。臂比值最大的为第21号

染色体,为2.643,臂比值在2.0以上的还有第1、5、

9、12、16、17、19、21、23号染色体,因此它们的染色

体类型为近中着丝粒染色体;其他染色体的臂比值

都小于2.0,其中最小的是第11号染色体,臂比值

为1.118。这些染色体类型为中部着丝粒染色体。
核型和杂交信号模式图也显示了不同染色体的着丝

粒类型,同时显示多数染色体的杂交信号都分布在

着丝粒两侧,只有第15号染色体在长臂上还有一个

额外的杂交信号带。第11和19号染色体的杂交信

号主要分布在长臂上,第7、10和17号染色体的杂

交信号主要分布在短臂上。另外第16、17、21、和23
号染色体的短臂全部被杂交信号覆盖,在第24号染

色体上没有杂交信号分布。
表1 非洲野生稻的核型分析

Table1 KaryotypeanalysisofO.schweinfurthian

序号

Serial
number

相对长度/%
(短臂+长臂=全长)

Relativelength(Shortarm+
Longarm=Fulllength)

臂比

Ratioofarm
类型1)

Type

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

2.10+4.55=6.66
2.29+3.40=5.69
2.23+2.85=5.08
2.17+2.91=5.08
1.67+3.40=5.07
2.23+2.54=4.77
2.04+2.66=4.70
1.86+2.72=4.58
1.30+3.22=4.52
2.10+2.35=4.45
1.86+2.48=4.34
1.30+2.85=4.15
1.79+2.23=4.02
1.79+2.17=3.96
1.61+2.35=3.96
1.11+2.60=3.71
1.11+2.41=3.52
1.55+1.92=3.47
1.18+2.23=3.41
1.55+1.79=3.34
0.87+2.29=3.16
1.36+1.55=2.91
0.87+2.04=2.91
0.99+1.55=2.54

2.118
1.486
1.278
1.343
2.037
1.139
1.303
1.467
2.476
1.118
1.333
2.190
1.241
1.207
1.462
2.333
2.167
1.240
1.895
1.160
2.643
1.136
2.357
1.563

sm
m
m
m
sm
m
m
m
sm
m
m
sm
m
m
m
sm
sm
m
sm
m
sm
m
sm
m

 1)sm:近中部着丝粒区Submedianregion;m:中部着丝粒区

medianregion.

 浅绿色代表杂交信号分布区,蓝色为非信号区 Aquarepresents

signallocation,nosiganlissituatedbluearea.

图2 利用地高辛标记的栽培稻(AA)基因组

DNA探针对非洲野生稻的GISH杂交结果核型模式图

Fig.2 IdiogramofO.schweinfurthianwithdigoxigenin-
labelledgenomicDNAfromO.sativaL.

3 讨 论

A基因组是基本染色体组[16],与B、C基因组都

有一定的亲缘关系。高露等[17]的研究表明,在进化

上,AA与CC基因组之间的亲缘关系较BB与AA
和CC基因组之间的关系更近。而Nishikawa等[18]

通过系统进化分析得出B与A的关系比B与C的

关系更近。从图1可以看出,非洲野生稻23对染色

体上都有A基因组的信号,这在某种程度上,再次

验证了A基因组是稻属基础的染色体。杂交信号

的分布呈现特异性,多分布在端粒及着丝粒区,与

AA基因组对自身染色体杂交的结果一致,而端粒

和着丝粒区主要由串联重复序列组成,说明中高度

重复序列在不同种中也存在着高度同源性和保守

性,并在进化过程中得以保存下来[19-20],而没有信号

的24号染色体可能来源于与A基因组亲缘关系较

远的B基因组。Ge等[3]根据多基因序列分析,推断

出BBCC染色体组由BB基因组物种作为母本杂交

形成,因此,可以推测BBCC的染色体组保留有BB
基因组的一些特征,通过比较BBCC与其二倍体祖

先的基因组特征,可以提供进化方面的启示。但是

由于稻属染色体小,形态相似,核型分析存在一定的

偏差,故单纯地依靠非洲野生稻与斑点野生稻核型

数据的比较,区分BBCC基因组中B、C基因组是不

具说服力的,可以在本实验的基础上,通过调整杂交

严谨度方法鉴定BBCC基因组中的BB和CC基因

组,以此比较二倍体进化到四倍体过程中核型的变

化,进而推测进化事件。
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Abstract Genomicinsituhybridization(GISH)analysisonOryzaschweinfurthianwithdigoxige-
nin-labelledgenomicDNAfromO.sativawasusedtostudytherelationshipbetweentheAgenomeof
O.sativaandBCgenomeofO.schweinfurthian.Karyotypeanalysiswasmadebasedonthesimilarband
patternsofthehybridizationsignal.TheresultshowedthatAgenomeofcultivatedricehadhigherho-
mologywithgenomeofAfricanwildrice,includingrepetitiveDNAsequenceconservedbetweencultivat-
edriceandAfricanwildrice.
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